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Proinzulin és/vagy ennek természetes, fél-
szintetikus vagy géntechnikai eredetl szar-
mazékai enzimatikus hasitdsdval kapott pro-
teinkeverékekbdl bazikus proteineket kualoni-
tenek el joncserélés kromatografiaval., Az el-
jérés soran erbsen savas Kkationcseréldt
alkalmaznak tovdbbA viz és 1-4 szénatomos
alkanol keverékével eludlnak.
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A taldlmdny tirgya eljirds bézikus proteinek
elklonitésére proinzulin és/vagy szdrmazé-
kai enzimatikus hasitésakor keletkezd prote-
inkeverékekbsl.

Humédninzulin géntechnikai eld4llitdsdndl

az inzulin bioszintézisét egy prekurzoron, a
proinzulinon keresztil hajtjak végre, mely-
nek sordn a B-lincot a C-peptiden ( = Con-
necting Peptide) 4t kapcsoljdk o&ssze az A-
-lénccal. Az Escherichia coli révén végbeme-
nd géntechnoldgiai folyamatban olykor elébb
egy izidés proteint kapunk, melynél a proin-
zulinhoz még egy idegen protein, példdul -
-galaktoziddz kapcsolédik. Ezt az idegen
proteint a tovabbi feldolgozis elott elészdr le
kell hasitani, pl. halogén-cianiddal (1. DE-OS
34 40 988). A halogén-cianiddal vald hasitds
utdn a cisztein—maradékot szulfitolizissel
(nAtrium-szulfittal és natrium-tetrationattal
vald kezeléssel) S-szulfonétta alakitjuk. Eb-
b6l a formébdl a molekuldt reduktiv uton
(példdul merkapto-etanollal vald kezeléssel
bdzikus oldatban) a diszulfid-hid képzése
kozben nativ térszerkezetébe viszik &t. A
proinzulinbédl illetve pre-proinzulinbdl (a =
= proinzulin szidrmazéka; a .pre" elotag a
proinzulin N-terminusén 1évd egy vagy tdbb
- kiegészitd aminosavra vonatkozik) enzimati-
kus hasitdssal (pl. tripszinnel) egy inzulin-
prekurzort, az inzulin-Arg-B31-B32-t és C-
-peptidet tartalmazé hasitdsi keveréket Alli-
tanak eld, A keverék ezek mellett még né-
hény mellékterméket, mint pl. inzulin~-Des-
-Thr-B30-t, inzulin-Arg-B31-t valamint nem
teljesen lehasadt intermediereket tartalmaz.

A kiinduldsi anyag kémiai kezelésével
elsd lépcsdben keletkezett inzulinszdrmazéko-
kat és vegyileteket egymastdl el kell valasz-
tani. Kildndsen nehéz ez a feladat, ha bazi-
kus jellegh inzulinszdrmazékokat kell szétva-
lasztani, amelyek a tercier-szerkezet képzd-
dése utdn a molekuldn belul 1évd aminosava-
kon derivatizaléddst mutatnak.

Erre vonatkozdlag egy Osszehasonlitd
kisérlet ad téjékoztatdst (1. B rész): a
26 29 568 sz. német szdvetségi koztdrsasdg-
-beli szabadalmi leirds inzulin tisztitdséra
vonatkozé anioncseréld eljirdst ismertet,
melynek sordn az eludlé folyadékhoz a
protein-aggregdcié  elkeriilése érdekében
nemionos tenzidet adnak. Ez az eljards jol
alkalmazhatd inzulinok tisztitdséhoz, de ha
pl. géntechnikai eredetli proinzulin tripszin-
nel torténd hasitdsdval kapott bézikus pro-
teinek elvAlasztasit és elkilonitését kisérlik
meg, ez nem hozza meg a kivant eredményt,
a szétvalasztis nem sikeril. Bzt a megfeleld
eludldsi profil (1. B rész) bizonyltja; lathatd,
hogy az egyes peptidekre vonatkozé hullam-
csticeok egymisba dtmennek.

Ismeretesek olyan eljardsok is, amelyek
segitségével az emlitett proinzulin hasitdsi
termékek szétvalaszthatdk. — Steiner és tar-
sal a .Journ. of Biol. Chem." 246, 1365-1374.
oldaldn (1971) C-peptid elkildnitésére vonat-
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kozd eljarasrdl tdjékoztatnak proinzulin hasi-
tisi termékbdl. Ennél az eljdrésndl (hozamot
nem adtak meg) gyengén savanyil, karboxi-
metilcsoportokat (CM) tartalmazé, cellulézbéa-
zisu kationcseréldn kromatografédlunk. A fel-
vitelre kerild és az eludlé oldathoz 7 mél/l
karbamidot adnak, hogy megakadélyozzdk a
proteinek aggregécidjat. Ilyen nagy mennyi-
ségli karbamid jelenléte azonban hétrdnyos,
mert ez proteinszdrmazékok kialakuldsédhoz
vezet, elsdsorban a szabad aminocsoportok
karbamoilezddéséhez.

Markussen és térsai a .Protein Enginee-
ring® 1. két. 3. sz. 205-213. oldalan (1987)
kromatografiés eljarast ismertetnek héiromdi-
menziés, térhaldsitott poliszacharid métrix
alapu, dietil-2-hidroxi-propil-amino-etil-tar-
talmi (QAE) anioncseréldn. - Ennél az elja-
résndl - az anioncseréldés kromatogrédfia ho-
zamidt nem adtik meg - a proteinek aggregé-
cidjdnak meggatldsdra 60%-os etanol-oldatban
dolgoznak. A koncentrélt etanol-oldatok al-
kalmazdséanak az a hétradnya, hogy a kon-
centrélt szerves olddszerekkel kapcsolatban
szikséges technikai, biztonségi elbirésokat
kell kdvetni. Masfeldl pedig az emlitett alko-
hol-koncentréciéndl a proteinek denaturdlé-
déasa lép fel.

A fentiek ismeretében azt a feladatot
tGztak ki, hogy megfeleld szétvélasztési és
elkalonitési eljérdst dolgozunk ki bdzikus
proteinek elbéllitdsdhoz proteinkeverékekbdl.
Azt tapasztaltuk, hogy ha a proteinkeveréke-
ket erbsen savas kationcserélén kromatogra-
faljuk és az eludldshoz viszonylag kis -
mennyiségla alkoholt hasznélunk, a technika
élldsdhoz képest egyrészt a szétvilasztds
kedvezbbb eredményt ad, mésrészt a protei-
nek étalakulésa is messzemenden elkeriilhetd.
Figyelemreméltd, hogy olyan szérmazékok is
elvélaszthatdk, amelyek - a proinzulin eldke-
zelésénél keletkezd - véltozdst mutatnak a
szobanlevd proteinek tercier-szerkezetében.
A szétvélasztott proteinek aggregacidjara
nem kerdlt sor. Az ioncseréld ismételt alkal-
mazdsa semmiféle nehézséget nem okoz.

A taldlmdny targya tehat eljdrds bézikus
proteinek elkildnitésére proinzulin és/vagy
ennek természetes, félszintetikus vagy gén-
technikai eredetll szérmazdkai enzimatikus
hatasédval kapott proteinkeverékekbdl, mely-
nek sorédn a proteinkeveréket ioncserélére
vissziuk fel és eludljuk. Taldlmdnyunkat az
jellemzi, hogy ioncseréldként erdsen savas
kationcserélét alkalmazunk és az eludldshoz
viz és 1-4 szénatomos alkanol keverékét
haszndljuk, a keverék kb. 10-50 térfogatX,
elénybsen kb, 20-40 térfogatX, kildndeen 30
térfogat¥ alkanolt tartalmaz. A taldlmény sze-
rinti eljdrdssal nagy hozammal lehet bézikus
proteineket elkiiloniteni tetszés szerinti pro-
inzulinok illetve ezek szarmazékai, mint pl.
majom-pre-proinzulin hasitdsi keverékeibdl.
TIoncseréldként elvben valamennyi erdsen sa-
vas kationcseréld szdba jdhet. Elénydsek
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azok az er8sen savas kationcserélk, melyek
funkcids csoportként szulfocsoportot, kildno-
sen szulfo-propilcsoportot (-CHz-CHz-CH2~
-SOsH) tartalmaznak, pl. hidrotil, hidroxicso-
portot tartalmazé vinilpolimer (pl. (®Fracto-
gel TSK, gyartd cég Merck, Darmstadt), ak-
ril-kopolimer (pl. SP ™ Trisacryl M, gyartd
cég Réactifs IBF, Villeneuve-la-Gavenne,
Franclaorszdg) métrixon vagy térhélés. agardz
részt tartalmazd géleken (pl. S-® Sepharo-
se, gyartd cég Pharmacia, Upsala, Svédor-
szég); kildndsen elbnyds az S-Sepharose.

Kozvetlenill a hasitasi keverék felvitele
elétt az erdsen savas kationcseréldhoz puf-
feroldatot kell adni. A pufferoldat elénybésen
viz és 1-4 szénatomos alkohol keveréke,
melyben az alkohol mennyisége elonydsen kb.
10-50 térfogat¥%, célszerien kb. 20-40 térfo-
gat%, kilondsen kb. 30 térfogatX. Elényben
részestlnek az etanol és az izopropanol, ku-
16ndsen az izopropanol. A pufferoldathoz to-
vabbi adalékanyagok adhatok, pl. s6, elényd-
gen fizioldgidsan elviselhetd ésvényi sdk, egy
vagy tobb tetszés szerinti szerves sav, elo-
nybsen tejsav, valamilyen bazis, elonybsen
NaOH, és/vagy konzervalé anyagok. A puf-
feroldat eldnyds pH-értéke kb. 2,5-5,56 kozott,
kuldndsen kb. 3,5-4,0 kézott van.

Az erbsen savas kationcserélére vald
felvitelhez a hasitdsi keveréket egy pufferol-
datban - eldnyésen az elébbiekben leirt &sz-
szetételben és a megadott pH értéken - old-
juk és az {gy kapott oldatot az erbsen savas
kationcseréldvel érintkezésbe hozzuk.

Az eluéld oldat ~ melynek lényegében az
elébb leirt pufferoldattal azonos o6sszetétele
van - pH-értéke elénybésen 3,5-4,0 kozott
van. K{ldnésen olyan elicidés eljirds minésul
eldnydsnek, melynél az eluélé oldat elénybsen
linedris felfutdsi sokoncentracié-gradienst
mutat.

Ez a koncentracié-gradiens példdul ugy
hozhatd létre, hogy az eludlds kezdetén az
eludld oldat sokoncentracidja csekély (hatar-
esetben kozel 0) és az elucios folyamat soréan
a sdkoncentriciét noveljuk. Ezen a médon a
proteinkeveréket kalondsen hatékonyan lehet
szétvalasztani. Az - elonyds sdkoncentracio-
gradiens a kozel 0 mdl s86/1 (az eludlds kez-
dete) és a kb, 1 mél s6/]1 (az eludlés vége,
kozodtt véltakozhat, kilonosen eldonyds a kb.
0,15 (az elualés kezdete) és a 0,35 mol/l (az
eludlas vége) kozotti érték. Séadalékként
szémos szerves és szervetlen sé jdhet szémi-
tdsba. Elonydsek a fiziolégidsan elviselhetd
s6k, mint az amménium- és alkali-sék, célsze-
rtien natrium-sok, kalondsen a natrium-klo-
rid. .

A taldlmény szerinti szétvélasztési elja-
rdst kaldonbdzd modon, eldnydsen oszlopon
vagy szakaszosan valdsithatjuk meg. A hé-
mérsékletet - amelyet az ioncserélé-kroma-
togréafiaban eldnybsen konstants értéken kell
tartani - széles kdrben varidlhatjuk. Elényés
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a kb, -10 oC-50 °oC kozdtti, kaldndsen a 15-
-20 °C kozdtti hdmérséklet-intervallum.

" Az alébbi_ kiviteli példdban (A) a taldl-
ményt koézelebbrs! mutatjuk be. Az utdna ko-
vetkezé Osszehasonlité példaval (B) a taldl-
mény szerinti eljirds elényeit kivdnjuk bizo-
nyitani a technika alldsdhoz tartozd (26 29
668 sz. NSZK-beli szabadalmi leirés), inzulin
tisztitdsdra vonatkozd eljarassal szemben.

A) példa a talélmény szerinti eljéréshoz

50 mmol/1 tejsavat, 30 tdmeg¥% izopropa-
nolt és 1 mol/l nétrium-kloridot tartalmazd
kb. 3,5 pH-értékl vizes pufferoldatban 6 1
S-Sepharose-t feliszapolunk és kb. 80 cm
magasségban 10 cm Atmérdji oszlopba tdl-
tink. Az oszlopot 10 1 vizes start-pufferol-
dattal (50 mmol/]l tejsav, 30 tdmegX izopropa-
nol, 0,15 mmoél/1 natrium-klorid, pH-érték kb.
3,5) tartjuk egyensulyban. Pre-prohuménin-
zulin tripszinnel végrehajtott hasitdsabdl
szérmazo, 6,2 g inzulin-Arg-B31-32-t, 3 g in-
zulin-Arg-B31-t és  inzulin-Des-Thr-B30-t,
valamint ismeretlen hasitasi intermediereket
és széarmazékokat tartalmazé kristdlyos hasi-
tasi keverékbdl 15 g-t 3 1 start-pufferben
oldunk és az oszlopra felvisszik., Uténa 50
mmol/l tejsavat és 30 témeg¥% izopropanolt
tartalmazo, 3,5 pH-értéken (NaOH-val beélli-
tott) vizes oldattal és 0,15 mél/1-0,35 mél/1
gradiensti natrium-koriddal eludljuk. Az
eludlé oldat tomege 2 x 20 L. Az Atfolyési se-
besség 1,5 1/6ra. Azokat a frakcidkat, melyek
inzulin-Arg-B31-32 tartalma HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography = nagynyo—
mésu folyadék-kromatogréfia) szerint 90% f6~
16tt van, osszegyujtjok, 1:1 ardnyban vizzel
higitjuk, majd 10 ml 10%-os ZnCLz-oldat/]l ol-
dat hozzéadéséval és a pH 6,8-ra vald beslli-
tdsdval kicsapjuk. A hozam 5 g inzulin-Arg-
-B31-32, ami az inzulin-Arg~B31-32-re vonat-
koztatva 80% oszlophozamnak felel meg.

B) 6sszehasonlito példék

Az I &sszehasonlitd példat a 26 29 568
82. NSZK-beli szabadalmi leirds, és a II pél~
dét a talalmény szerint hajtottuk végre. Az
1. tablézatban az eljérdsi paramétereket és
az elért eredményeket Aéllitottuk egyméssal
szembe. Az 1. dbra az I dsszehasonlité példa-
ndl, a 2. 4bra a II, a taldlmény szerinti eljd-
rasndl felvett elucids profilt mutatja. Az A
abszorpciét az UV-tartomanyban 278 nm hul-
lémhosszusdgnél (Azms), szemben az elicids
idével illetve a frakciok szaméaval vittuk fel.
Az eluciés profilok mutatjék, hogy a taldl-
many szerint jobban szétvélaszthatdk a bézi-
kus proteinek, mint a 26 29 568 sz. NSZK-
-beli szabadalmi leirdsban ismertetett elja-
rdssal. Ennek megfeleléen a taldlmény szerin-
ti eljArés nagyobb hozamot és a termék na-
gyobb tisztasdgét is eredményezi (L. 1. téblé-
zat).
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SZABADALMI IGENYPONTOK

EljArds bAzikus proteinek elkiildnitédsére
proinzulin és/vagy ennek természetes,
félszintetikus vagy géntechnikai eredeti
szérmazékai enzimatikus hasitasdval ka-
pott proteinkeverékekbdl, melynek soran
a proteinkeveréket ioncserélére visszuk
fel és eludljuk, azzal jellemezve, hogy
ionceeréléként erdsen savas kationcseré-
16t alkalmazunk, és az eludlashoz viz és
1-4 szénatomos alkanol olyan keverékét
hasznéljuk, mely 10-50 térfogatX, elonyo-
sen kb. 20-40 térfogat¥, kulonésen 30
térfogatX alkanolt tartalmaz.

Az 1. igénypont szerinli eljaras azzal jel-
lemezve, hogy erbsen savas kationcseré
16ként szulfocsoportot, kuldndsen szulfo-
propilcsoportot tartalmazé kationcseréldt
alkalinazunk.

Az 1. vagy 2. igénypontok szerinti elja-
ras azzal jellemezve, hogy a proteinkeve-
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réket 2,5-5,5 elénydsen 3,5-4,0 pH-érté-
ken visszik fel az erbsen savas kation-
cserélére. .

Az 1-3. igénypontok béarmelyike szerinti
eljAras azzal jellemezve, hogy az eludlds~
hoz, viz és 1-4 szénatomos alkanol olyan
keverékét alkalmazzuk, mely alkanolként
etanolt vagy izopropanolt, kuldndsen izo-
propanolt tartalmaz.

Az 1-4. igénypontok bérmelyike szerinti
eljards azzal jellemezve, hogy az elicids
oldat pH-jat 3,5-4,0 pH-értékre Allitjuk
be.

Az 1-5. igénypontok bérmelyike szerinti
eljdras azzal jellemezve, hogy a felvitelre
kerild és az elicids oldathoz puffert,
eléonydsen szerves savat, kalondsen tej~
savat alkalmazunk.

Az 1-6. igénypontok bérmelyike szerinti
eljaréds azzal jellemezve, hogy az eludldst
0-1 mdl/), kilénésen 0,15-0,35 mél/l am-
ménium- vagy alkdlisd-gradienssel hajt-
juk végre.

Kiadja az Orszédgos Talélméxxyi Hivatal, Budapest - A kiad4sért felel: Himer Zoltdn osztdlyvezetd
R-4854 - KJK

90.2150.66-4 Alféldi Nyomda Debrecen -~ Felelds vezetd: Benkd Istvén vezérigazgatd
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